




















する1）．その配列はTTAGGG の 6 ヌクレオチドを

































が Luciferase により酸化され，生じたオキシルシ 
フェリン（Oxyluciferin）が励起状態を生成し，基底状
態に戻る際に発光することに基づくとされる．今回，わ









る PPi を PPDK に よりATP に 変 換 し Luciferin-
Luciferase反応により生物発光検出する新たな分析法









lose（HPMC：MW 4,000, SIGMA製）とPoly ethylene 
oxide （PEO：MW 8,000,000, Aldrich 製） の新規混
合ゲルを i-chip （plastic；8.5 cm×5 cm, Channel；
100 µm×30 µm）に注入した．Fig. 1（左側の検出系） 
のように，Telomerase 活性により伸長したTelomere 
repeat を Titanium Taq DNA poly merase に よ り




　TRAP 法に準じたTelomerase Substrate とテロ
メリックリピート（GGTTAG）に特異的な primer 
を設計し，PCR productを38 bp，44 bp，50 bp，56 bp 
と GGTTAGが 6 bp ずつ増加するように設計した．
Forward primer （sense） は 5’-AATCCGTCGAGC 
AGAGTT-3’ とし，Reverse primer （anti sense） は，
5’-CTAACCCTAACCCTAACC-3’とした．Telomer ase
反応は，10×TRAP reaction buﬀer 5 µl，20 pmol/µl 
Telomerase Substrate 1 µl，2.5 mmol/l dNTP 
Mixture （dATP，dCTP，dGTP，dTTP） 1 µl， 
sample 2 µl，PCR grade water 適量を混合し，30℃ 
で 30分反応させた．Sampleとして，telomerase posit-
ive cell（250 cells/µl）を 2 µl 用いた．対照として， 
telomerase inactive cell（ポジティブセルを 85℃ 10 
分加熱処理），telomerase negative cell（only CHAPS 
Lysis buﬀer）をそれぞれ 2 µl 用いた．PCRは，上記 
溶液に 20 pmol/µl reverse primer 1 µl，Titanium 
Taq DNA polymerase （クロンテック：Clontech Labo-
ratories） 2Uを加え，94℃30 秒，59℃30 秒，72℃1分 
を 33 サイクルで，TaKaRa PCR Thermal Cycler 
DiceⓇ（タカラバイオ：TAKARA BIO INC.）を用い 
て行った．
　生物発光検出法では，得られた telomerase-PCR
産物 10 µl に phosphoenol pyruvate （PEP），PPDK
（pyruv ate phosphate dikinase），Luciferin，











いTitanium Taq DNA polymerase を選択すること
で最適な PCRが構築できた．
　生物発光検出法では，Telomerase 反応時と PCR




時に生成する PPi を ATP に変換後，Luciferin-
Luciferase 反応により発光検出する方法であるが，
対象となる PPi はフェムトモル（10-15 mol） まで検
出が可能であった（Fig．2）．
　得られたTelomerase-PCR 産物から生成する PPi 
を生物発光検出した結果，Telomerase positive cell， 






結果，0.8％ HPMCおよび 0.3％ PEOの混合ゲルと
蛍光色素 SYBR Gold の条件により，Telomerase






































　自閉症スペクトラム（Autistic spectrum disorder： 
ASD）は「コミュニケーションの質的障害」「行動，
興味，活動の限局された反復的，常同的な様式」と
いう特徴を有し11），100 人に 1 人の罹患率であると
Fig. 2　Calibration curve of pyrophosphate



















Fig. 4　Detection limit of telomerase-positive cells on microchip electrophoresis



















　（1）Oxytocin の 生 物 発 光 EIA （Bioluminescent 
enzyme immunoassay：BLEIA）
　ガラスチューブに二次抗体固相化磁気ビーズ
20 µl を添加し，洗浄を行った．その後Oxytocin 標
準液 100 µl，抗 Oxytocin 抗体希釈液 50 µl を添加
した．4℃で一晩インキュベート後，ビオチン標識
Oxytocin 50 µl を添加し，室温で 30 分間インキュ
ベートさせた．洗浄後，ストレプトアビジン-ビオ
チン標識 Luciferase 複合体 200 µl を添加し，室温
で 30 分間インキュベートさせた後洗浄した．反応 













化のためにTable 1 に示す 15 種の化合物を選択し
検討を行った．その結果，これら化合物の中で，ピ 
ロリン酸カリウム（Pyrophosphate potassium salt： 
PPiK），Tripolyphosphate sodium salt：STPP），
コエンザイムA（Coenzyme A：CoA），イノシン 
酸 三リン酸（Inosine 5’-triphosphate sodium salt：
ITP）がそれぞれ 138％，174％，228％，157％と
100％以上の測光値増加が認められた．さらに，こ







感法を用いてビオチン標識 Luciferase の検量線を 




Oxytocin （PHOENIX PHARMA CEUTICALS, 
INC.），ストレプトアビジン （MERCK），ビオチン標識 
Luciferase（栄研化学株式会社より恵与）を用いて
Oxytocin BLEIA の条件検討を行った．その結果， 
平均CV値 （n＝ 4） 6.7％と良好な検量線を得た．検 










の検出感度は 1.0× 10-20 mol/assay と優れた検出感 
度を示し，その感度はHRP標識アビジンにo-Phenylene-






























Fig. 7　Standard curve of oxytocin
Table 1　The screening of sensitizer for bioluminescent assay utilizing luciferase
compound luminescence intensity
non 100％
Pyrophosphate potassium salt （PPiK） 138％
Tripoly phosphate sodium salt （STPP） 174％
Coenzyme A （CoA） 228％












10-10 M Luciferase 10μl
100 mM TrisHCl （pH8.5） 25μl
2 mM Compound 25μl
1 mM Luciferin 50μl








　10 mmol/l セサモール（SIGMA-ALDRICH CO.： 
1 mmol/lリン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）に溶解）
100 µlを試験管にとり，これにNO発生剤（NOC 7）
25 µl 加え，37 ºC で 15 分間反応した．反応後，蛍
光増強剤としてDMSO 1 ml 加え，蛍光分光光度計


















































より GTP が cGMP に変換される際に放出される




Fig. 9　 A possible mechanism of ﬂuorescent reaction 





　10 µg/ml sGC（和光純薬工業㈱）1 µl に 10-5 
mol/l GTP（Roche Diagnostics, Inc.）8µl と NOC7
（㈱同仁化学研究所）（10-7 ～ 10-5 mol/l）1 µl を加
え 37℃ 10 分間反応する．GTP は 2 mmol/l MgCl2 
を含むTricine 緩衝液（pH 7.7）に溶解し調製した．
NOC7 は 10 mmol/l NaOH にて調製，希釈して測
定に用いた．反応終了後，氷浴で数分間の冷却を行






イオン種（Mn2＋，Mg2＋）及び GTP 量，sGC 量，
緩衝液 pHについて検討した．その結果，金属イオ
ンでは，Mg2＋を用いた測定法がMn2＋よりも最大
発光強度が約 5 倍増加した．GTP 量では 10-14 ～
10-10 mol/assay の範囲で検討したところ 10-12 mol/
assay で最大の発光強度が得られた．一方，sGC量
は 10 ～ 1000 pg/assay の範囲で検討を行ったとこ













　PPDK/Luciferase 生 物 発 光 法 は，PPi を 10-15 
mol/assay 程度高感度に測定することが可能である






的な sGC の構築を目的として新たな sGC の作製に
ついて検討した．












Fig. 10　Standard curve of NOC 7














































Fig. 12　Standard curve for NOC7
Fig. 13　 Speciﬁcity of sGC reaction for NO, NO2‒, NO3‒, 
H2O2 and ONOO‒ on this bioluminescent 
assay
Fig. 14　 Measurement of NO release from nitrate 


















　リン酸緩衝液（pH 11.7）で希釈した Na2S 溶液
20 µl にルシゲニン発光試薬（5 µmol/l 塩化銅（Ⅱ），
0.04 mg/ml Lucigenin）0.2 ml を加え，生じる発光
を LUMINESCENCE READER（Aloka）で測定し



















Fig. 15　 Schematic representations of methylene blue method （a） and ﬂuorimetric 






























で，Telomerase 活性由来の PPi を簡便かつ迅速に
検出することが可能であった．二つ目はマイクロ
チップ電気泳動法で，Telomerase 活性で伸長した
テンプレートを増幅効率の良い Titanium Taq 










































Na2S 1 µmol/l （20 pmol/assay）～10 mmol/l（20 
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